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(§) Gentechnologlsches Verf ahren zur Herstellung von Hirudlnen und Mlttel zur Durchf Qhrung dieses Verf ahrens. 



Mit Hilfe einer speziellen DNA-Sequenz kann In einem 
gentechnologischen Verfahren Hirudin gewonnen werden. 
Das Gen wird vorteilhaft in Form mehrerer Fragmente syn- 
thetisiert. die enzymatisch zu zwei grdsseren Teilsequen- 
zen ligiert werden, welche in Hybridplasm ide eingebaut 
und in Wirtsorganismen amplifiziert werden. Nach Reisolie- 
rung der Teilsequenzen werden diese zum Gesamtgen ver- 
einigt, in ein Hybridpiasmid eingebaut und dieses in einem 
Wirtsorganismus zur Expression gebracht 
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HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT HOE 84/F 181 Dr.KL/St 

Qentechnologisches Verfahren zur Herstellung von Hirudlnen 
und Mlttel zur DurchfUhrung dieses Verfahrens 

Hirudin ist ein aus Hirudo medicinalis gewonnenes Poly- 
peptid, das eine spezifische Antithrombin-Aktivitat zeigt 
und als Antikoagulans dient. 

Es wurde nun gefunden, daS sich Polypeptide der allgemeinen 
Pormel I 

(X) m" A " B " c ~ T ^ r " D - As P~ c y s - E -^^"Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-.Cys-Leu- 

-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile- 

-Leu-Gly-Ser~Asp-P-G-Lys-Asn-Gln-Cys^Val-Thr-Gly-Glu~ 

-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu- 
-H-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-(Z ) -OH 





(I) 






in 


welcher 






m= 


0 - 50, 






n= 


0 - 100 und 






X 


fttr gleiche oder verschiedene Reste 
barer AminosSuren steht, 


genetisch 


codier- 


A 


lie oder eine direkte Bindung, 






B 


lie, Thr oder eine direkte Bindung, 






C 


Thr, Val, He, Leu oder Phe, 






D 


Thr oder eine direkte Bindung, 






E 


Thr oder He, 






P 


Gly oder eine direkte Bindung, 






G 


Glu oder eine direkte Bindung, 






H 


Glu oder Pro bedeuten, und 






Z 


ftir gleiche oder verschiedene Reste 
barer Aminos&uren steht und 


genet is ch 


codier- 
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in der gegebenenf alls Jewells 2 der 6 Cys-Reste (iber 
Disulf id-Brttcken verknttpft sind, auch gentechnologisch 
herstellen lassen, wenn man in ein Expressionsplasmid 
ein Gen einbaut, das fttr ein Polypeptid der Pormel I Oder 
5 Teilsequenzen davon codiert. Dieses wird im folgenden 
auch als "Hirudin" bezeichriet. 

Das erf orderliche Gen kann nach bekannten Methoden 
cheraisch synthetisiert , aus dem Genom isoliert und 
10 prozessiert werden oder aus induzierten Zellen nach be- 
kannten Methoden die mRNA isoliert und hieraus die cDNA 
gewonnen werden* 

Bevorzugt 1st der Weg Uber die cDNA und vor allera 
15 die cheraische Synthese, insbesondere nach der Phosphit- 
Methode. Bevorzugt 1st weiterhin die Synthese eines 
Gens, welches fttr das Polypeptid der Formel I codiert, 
in welcher m 1 und n Null ist, X ftir Met oder Arg, B fttr 
Thr Oder eine direkte Bindung, C fUr Thr und G fttr Glu 
20 stehen. Eine weitere bevorzugte Ausf tthrungsf orm der Er- 
findung betrifft Polypeptide der Pormel I, in der 
(X) m -A-B-C- nicht fttr Val-Val steht, wenn n Null 
ist, D und E Thr, P Gly und G und H Glu bedeuten- 

25 Besonders bevorzugt ist die Synthese von Polypeptiden 
der Pormel I, in denen 

m 1 ist, X Met oder Arg, A und B direkte Bindungen, C, 
D und E Thr, P Gly, G und H Glu und n Null bedeuten. Die 
hierfttr bevorzugte DNA-Sequenz I ist im Anhang wiederge- 
30 geben und dient im folgenden zur ErlSUiterung der Erfindung. 

Der genetische Code ist bekanntlich "entartet", d.h. dafl 
nur fttr zwel Aminos&uren eine einzige Nucleotid-Sequenz 
codiert, w&hrend den restlichen 18 genetisch codierbaren 
35 Amlnos&uren 2 bis 6 Triplet ts zuzuordnen sind. Von den 
hierdurch gegebenen Variationsm6glichkeiten machen 
aufierdem die Wirtszellen unterschiedlicher Spezies nicht 
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immer den gleichen Gebrauch. Ftir die Synthese der Gene 
besteht somit elne untibersehbare Vielfalt von Codon- 
M3glichkeiten. 

Es wurde nun gefunden > daft die DNA-Sequenz I (Anhang), 
die far die gesamte AminosSurensequenz codiert, sowie 
die zur Synthese der Sequenz I benutzten DNA-Teilsequenzen 
II A und II B besonders vorteilhaft fUr die gentechno- 
logische Synthese der besonders bevorzugten Form des 
Hirudin sind. Am 5 f -Ende des codierenden Stranges der 
DNA-Sequenz I befindet sich eine "Qberh^ngende" DNA- 
Sequenz, entsprechend der Restriktionsendonuclease Xbal, 
am 3 r -Ende des codierenden Stranges dagegen die einzel- 
str&ngige, tiberh&ngende Sequenz entsprechend dem 
Restriktionsenzym Sal I. Diese beiden unterschiedlichen 
Erkennungssequenzen gewSLhrleisten die Insertion der DNA in 
Plasmide in der gewunschten Orientierung. (Es ist aber 
auch moglich, gleiche Erkennungssequenzen zu wShlen und 
nach Charakterisierung der Plasmid-DNA mittels ent- 
sprechender Restriktions- oder DNA-Sequenzanalyse oder 
durch Expression eine entsprechende Selektion vorzunehmen) . 

Zwischen diesen Erkennungssequenzen und den Codons far die 
Aminos&urefolge befindet sich am 5 f -Ende des codierenden 
Stranges das Codon fur die AminosSure Methionin (das in der 
DNA-Sequenz I mit 0 beziffert ist). Alternativ hierzu kann 
eine Praesequenz (auch Signal- oder leader-Sequenz ge- 
nannt) eines bakteriellen oder sonstigen wirtseigenen 
Proteins stehen (Obersichtsartikel : Perlman und Hal vor son; 
J. Mol. Biol. 167 (1983), 391), welche die Sekretion des 
gewunschten Polypeptlds aus dem Cytoplasma bewlrkt und bei 
diesem ExkretionsprozeB von elner in der Wirtszelle natUr- 
lich vorkommenden Slgnal-Peptldase abgespalten wird. Am 
Ende des codierenden Stranges folgen dann erf indungsgemaB 
auf das fur Glutamln codlerende Trlplett ein Stop-Codon 
Oder bevorzugt - wie in der DNA-Sequenz I dargestellt - 
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zvei Stop-Triplet ts * Zwischen diescu ouup-v-uuwu* uuu ucm 
Uberhangenden Sall-Ende 1st zusatzlich in der DNA- 
Sequenz I eine Nucleot idsequenz entsprechend dem 
Res triktionsenzym SstI eingebaut. 

5 

Eine interne singulare Schni t t s t elle fUr das Res triktions- 
enzym Bam HI (in Codon 30/31) ernoglicht die Subkionierung 
zweier Genf ragraente HIR-I und HIR-II (siehe O^A-Sequenz 
II), die in gut uatersuchte Klonte rungs vektoren , wie et*a 

10 pBR 322, pUC 8 Oder pUC 12, eingebaut werden kannen. Zu- 

satzlich wurden innerhalb des Gens eine Reihe von weiteren 
singulSren Erkennungssequenzen fiir Res t rikt ionsenzyme ein- 
gebaut, die einerseits einen Zugang zu Teilsequenzen des 
Hirudin schaffen und andererseits die Durchfuhrung von 

15 Variationen erlauben (Tabelle 1): 



Tabelle 1: 



r a) 



r a) 



Res trikt Ions- 
20 enzym 

Rsa I* 

Acc I 

Hinf I 

Xho II 4 
25 Fnu 4 HI 

Hae III 

Bst NI 

Hph I 

Rsa I' 
30 Kpn I 

Taq I 

Xho II' 

Dde I 

Mbo II 
35 Sst I 



r b) 



rb) 



Schnitt nach Nucleot id -Nr , 
(codierender Strang ) 
8 

12 

27 

57 

71 

73 

75 
117 
137 
139 
172 
178 
184 
186 
210 



a) singular bezuglich der Teilsequenz HIR-I 

b ) » " " HIR-II 
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Die DNA-Sequenz I 13flt sich aus 14 Oligonucleo tiden mit 
einer LSnge von 25 bis 35 Nucleotiden aufbauen (siehe DNA- 
Sequenz II) t indem diese zunSchst chemisch synthetisiert 
und dann uber "sticky ends" von 4 bis 6 Nucleotiden enzy- 
matisch verknupft werden. 

Bei der DNA-Sequenz I wurde weiterhln ber iicksicht igt , daS 
bei denjenigen Ami no s Su r en , denen mehrere Codons zuzuord- 
nen sind, diese nicht gleichwertig sind, sondern vielmehr 
in der jeweiligen Wirtszelle wie E. coli un t ers chiedliche 
PrSferenzen zeigen. Weiterhin vurden palindromische 
Sequenzen auf ein MindestmaQ reduztert. 

Die Genstruktur der DNA-Sequenz I is t somit leicht aus 
relativ kleinen Bausteinen zuganglich, ermoglicht die Sub- 
klonierung zweier Genf ragmente in gut bekannte Vektoren und 
erlaubt deren Kombtnation zum Gesamtgen sowie gegebenenf alls 
Veranderungen derselben. 

Je nach Einbau des synthetischen Gens in den Klonierungs- 
vektor wird das erwunschte Peptid mit der Aminosauresequenz 
des Hirudins unmittelbar (DNA-Sequenz IC) Oder in Form 
eines Fus ionsprot eins mit einem bakteriellen Protein wie 
0-Galactosidase oder Par t ialsequenzen desselben expri- 
miert. Solche Fus ions pro t eine konnen dann in bekannter 
Weise chemisch oder enzymatisch gespalten werden. Steht 
beispielsweise in der Position 0 der Sequenz I die Ami- 
nosaure Methionin (DNA-Sequenz IA), so kann eine chemi- 
sche Spaltung mit Bromcyan erfolgen, steht in dieser 
Position die Aminosaure Arginin (DNA-Sequenz IB), so 
kann eine enzymatische Spaltung mit Trypsin erfolgen, 

Bevorzugte Variationen der AminosMuresequenzen sind in 
der Tabelle 2 dargestellt, wobei ra und n Null sind: 
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Tabelle 2: 





A 


B 


C 


D 


E 


F 


G 


H 


a) 


He 


Thr 


Thr 


Thr 


Thr 


Gly 


Glu 


Glu 


b) 


He 




Thr 


Thr 


Thr 


Gly 


Glu 


Glu 


c) 


He 




Thr 


Thr 


He 


Gly 


Glu 


Glu 


d) 


He 




Thr 


Thr - 


Thr 


Gly 


Glu 


Pro 


e) 


He 




Thr 


Thr 


He 


Gly 


Glu 


Pro 


f) 






Thr 




Thr 


Gly 




Glu 


S) 






Thr 


Thr 


Thr 


Gly 




Glu 



Diese Modif Ikationen lassen sich nach Zusammensetzung des 
synthetischen Gens auf DNA-Ebene leicht durch Austausch 
der entsprechenden Genfragmente gegen de-novo-syntheti- 
sierte DNA-Sequenzen unter Ausnutzung entsprechender Re- 
striktionsenzym-Schnittstellen realisieren. 



Als Beispiel fiir eine Variation der Aminos&uresequenz sei 
das (bekannte) Polypeptid der Formel I genannt, in der 
m 1 ist, X und C fttr Val stehen, A und B direkte Bindungen 
darstellen, D und E Thr, F Gly, G und H Glu und n Null 
bedeuten. Diese Modifikation lafit sich auf der DNA-Ebene 
leicht liber die Schnittstelle entsprechend dem Restrik- 
tionsenzym Acc I realisieren. 

Der Einbau der synthetischen Gene bzw. Genf ragmente in 
Klonierungsvektoren, beispielsweise in die handelsttblichen 
Plasmide pUC 8, pUC 12 und pBR 322 bzw, andere allgemein zu- 
gSLngliche Plasmide wie ptac 11 und pKK 177-3, erfolgt in 
an sich bekannter Weise. Auch k5nnen die chemisch syn- 
thetisierten Gene zuvor mit geeigneten chemisch syntheti- 
sierten Kontrollregionen versehen werden, die eine 
Expression der Proteine ermdglichen. Hierzu kann auf das 
Lehrbuch von Maniatis (Molecular Cloning, Maniatis et al., 
Cold Spring Harbor, 1982) verwiesen werden. Die Transforma- 
tion der so erhaltenen Hybridplasmide in geeignete Wirts- 
organismen, vorteilhaft E. coli, ist ebenfalls an sich 
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bekannt und in dem vorstehend genannten Lehrbuch eingehend 
beschrieben. Die Gewinnung des exprimierten Proteins und 
dessen Reinigung kttnnen nach an sich bekannten Verfahren 
erf olgen. 

Die erf indungsgemSLB erhaltenen Genf ragmente HIR-I 
und HIR-II, die damit erhaltenen Hybridplasraide und die 
transf orraierten Wirtsorganismen sind neu und Gegenstand der 
Erfindung. Dasselbe gilt fQr aus der DNA-Sequenz I abgewan- 
delte neue DNA-Sequenzen. Weitere Ausgestaltungen der 
Erfindung sind in den Patentansprtichen niedergelegt • 

In den folgenden Beispielen werden noch einige Ausge- 
staltungen der Erfindung ira einzelnen erl&utert, woraus 
sich die Vielzahl der raoglichen Abwandlungen und Kombl- 
nationen ftir den Pachmann ergeben. Prozentangaben beziehen 
sich hierbei auf das Gewicht, wenn nichts anderes angegeben 
1st. 



Beisplele 

1« Chemische Synthese eines einzelstrSngigen 
Oligonucleotids 



Am Beispiel des Genbausteins la, der die Nucleotide 1-32 
des codierenden Strangs umfaBt, wird die Synthese der 
Genbausteine erlSutert. Nach bekannten Methoden (M.J. 
Gait et al., Nucleic Acids Res. 8 (1980) 1081-1096)) 
wird das am 3 r -Ende stehende Nucleosid, im vorliegenden 
Palle also Thyraidin (Nucleotid Nr. 32), an Kleselgel 
( (R) PRACTOSIL, Pirma Merck) Uber die 3 f -Hydroxyf unktion 
covalent gebunden. Hierzu wird zunSchst das Kieselgel 
unter Abspaltung von Ethanol mit 3-(Triethoxysilyl)- 
propylamln umgesetzt, wobei eine Si-O-Si-Bindung ent- 
steht. Das Thymidin wird als 3 9 -O-Succinoyl- 
S'-dimethoxytritylether in Gegenwart von Paranitro- 
phenol und NjN'-Dicyclohexylcarbodiimid mit dera 
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modifizierten Trager umgesetzt, wobei dte freie Carboxy- 
gruppe der Succinoy lgruppe den Aminorest der Propylamino- 
gruppe acyliert. 

In den folgenden Syntheseschritten wird die Basenkompo- 
nente als 5 • -O-Dimethoxytrityl-nucleos id-3 • -phosphor ig- 
sauremonomethylester-dlalkylamid oder -chlorld einge- 
setzt, wobel das Adenin als N&-Benzoyl-VerbLndung, das 
Cytosin als S 4 -Benzoy 1-Verblndung , das Guanin als 
N 2 -Isobutyryl-Verbtndung und das ketne Am Lnog rappe ent- 
haltende Thymin ohae Schutzgruppe vorliegen. 

50 mg des polymeren TrSgers, der 2 umol Thymidin gebunden 
enthalt, werden nacheinander nit den folgenden Agentlen 
behandelt: 

a) Nitromethan, 

b) gesatcigte ZinkbromidliSsung In Nitromethan rait 1 % 
Wasser , 

c) Methanol, 

d) Tetrahydrofuran, 

e) Aceconitril, 

f) AO umol des entsprechenden Nucleosidphosphits und 200 
umol Tetrazol in 0,5 ml wasserfrelem Acetonitrll (5 
Mlnuten) , 

g ) 20 X Acetanhydrid in Tetrahydrofuran mit 40 X Lutidin 
und 10 X Dimethylaminopyridin (2 Minuten), 

h) Tetrahydrofuran, 

i) Tetrahydrofuran mit 20 X Wasser und 40 X Lutidin, 
j) 3 X Jod in Kollidin/Wasser/Tetrahydrofuran im Volu- 

menverhSltnis 5:4:1, 
k) Tetrahydrofuran und 
1) Methanol. 

Untec "PhospHU" vied htecbet der Desoxy c lbose-3 ' -mouo- 
phosphorigsaure-monomethylester vrt c*tand*n, wobel die 



- 9 - 



0 171 024 



drltte Valenz durch Chlor oder eine tertUre Amino- 
gruppe, beispielsweise einen Morpholinores t , abgesSttigt 
1st. Die Ausbeuten der einzelnen Synthes eschrl t te k6nnen 
Jewells nach der De t r 1 t y 1 ier ungs reakt ion b) spektropho- 
tometrisch durch Messung der Absorption des Dimethoxy- 
t ri tylkat ions bei einer WellenHnge von 496 nm bestimmt 
werden • 

Nach abgeschlossener Synthese des Oligonucleo t id 8 werden 
die Met hy lphospha tschu tzgruppen des Oligomers mit Hilfe 
von p-Thiokresol und Triethylamin abgespalten. 

Anschlieflend wird durch 3-stundige Behandlung mit 
Ammoniak das 01 igonuc leo t td vora fasten Trager abge- 
trennt. Eine 2- bis 3-tagige Behandlung der Oligomeren 
mit konzentr ier tern Ammoniak spaltet die Ami no s chut z - 
gruppen der Basen quantitativ ab . Das so erhaltene Roh- 
produkt wird durch Hochdruckf 1 us s igkei ts chroma tograph ie 
(HPLC) oder durch Polyacry lamid-Gelelekt rophorese gerei- 
nigt • 

Ganz entsprechend werden auch die ubrigen Genbausteine 
Ib-IIh synthetisiert, dec en Nucleotidfolge aus der DNA- 
Sequenz II hervorgeht. 

Enzymatische Verkniipfung der einzels t rangigen Oligo- 
nucleotide zu den Genf ragment en HIR-I und HIR-II 

Zur Phosphory lierung der Oligonucleotide am S'-Terminus 
wurde je 1 nmol der Oligonucleotide lb bis Ie mit 5 nmol 
Adenosint riphosphat rait vier Einheiten T4-Polynucleot id- 
Kinase in 20 ul 50 mM Tris-HCl-Puffer (pH 7,6), 10 mM 
Magnesiumchlorid und 10 mM Dithio threitol (DTT) 30 Minu- 
ten bei 37*C behandelt. Das Enzym wird durch funf- 
minUtlges Erhitzen auf 95*C des ak t i vi e r t . Die Oligo- 
nucleotide la, If, Ila und Ilh, welche in der DNA- 
Sequenz IIA und IIB die "ube r hHngende" Sequenz bil- 
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den, werden nicht phosphoryllert . Dies verhinderc bei 
der nachfolgenden Ligation die Ausbildung grBOerer 
Subfragmente ale sie der DNA-Sequenz HA oder IIB 
entsprechen . 

Die Oligonucleotide la- If werden wie folgt zum Sub- 
fragment HIR-I ligiert: Je 1 mmol der Oligonucleotide 
la und If sowie der 5'-Phosphate von lb, Ic, Id und 
Ie werden zusammen in 45 ul Puffer, enthaltend 50 mM 
Tris-HCl (pH 7,6), 20 mM Magnesiumchlorid , 25 mM 
Kaliumchlorid und 10 mM DTT, gelost. Far das 
"Annealing" der Oligonucleotide gemSQ DNA-Sequenz IIA 
wird die LSsung der Oligonucleotide 2 Mlnuten auf 
95*C erhitzt und dann langsam (2-3 Stunden) auf 20'C 
abgekiihlt. Zur enzymat ischen Verkniipfung setzt man 
dann 2 ul 0,1 M DTT , 8 ul 2,5 mM Adenosintriphosphat 
( P H 7) sowie 5 ul T4— DNA— Ligase (2 000 Onits) zu und 
inkubiert 16 Stunden bei 22*C. 

Analog werden die Oligonucleotide lib bis Ilg phos- 
phoryllert und dann mit den Oligonucleotiden Ha und 
Ilh zusammen zum Subfragment HIR-II ligiert. 

Die Reiuigung der Genfragmente HIR-I und HIR-II erfolgt 
durch Gelelektrophorese auf eLoem 10%igen Polyacrylamid- 
g el (ohne Harnstof f zusatz , 20 • 40 cm, 1 mm Dlcke), wo- 
bei als Markersubstanz 0X 174 DNA (Fa. BRL) , geschnitten 
mit Hinf I, oder pBR 322, geschnitten mit Hae III, 
dient . 

. Herstellung von Hybr idplasmiden , die die Genfragmente 
RIR-I und RIR-H enthalten 

a) Einbau des Genf ragmentes HIR-I in pUC 12 

Das handelsiibliche Plasmid P UC 12 wird in bekannter 
Weise mit den Res t r Ik t Ions endonuc leasen Xba I und 
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Bam HI nach den Angaben der Hersteller getfffnet. 
Der Verdauuagsansatz wird auf einem 5%Igen Poly- 
acrylamidgel durch Elek trophorese in bekannter 
Weise aufgetrennt und die Bruchstiicke durch Anf2r- 
ben mit Ethidiumbr omld oder durch radioaktive 
Markierung ("Nick-Translation" nach Maniatis, 
a.a.O.) sichtbar gemacht. Die Plasmidbande wird 
anschlie fiend aus dem Aery lamidgel ausge s chni t t en 
und elektrophore t isch vora Po lyacry lamid abge- 
trennt. Die Auf Crennung des Ve rdauu ngsansa t zes kann 
auch auf 2%tgen nied r Igs chme I z ende n Agarosegelen 
(wie in Beispiel 5a) bescKrieben) erfolgen. 

1 ug Plasraid vird dann mit 10 ng Genfragment HIR-I, 
das zuvor wie in Beispiel 2 beschrieben phosphory- 
liert wurde, iiber Nacht bei 16*C ligiert. Man er- 
halt das Hybr idplasmid gema*fl Figur 1« 

b) Einbau des Gen f ragmen t s HIR-II in pUC 8 

Analog zu a) wird das hande Is iibl iche Plasmid pUC 8 
mit Bam HI und Sal I auf geschni t ten und mit dera 
Genfragment HIR-II, das zuvor wie in Beispiel 2 
beschrieben phos phory liert wurde, ligiert. Man er- 
halt das Hybridplasmid gemafi Figur 2. 

Synthese des kompletten Gens und Einbau in ein Plasmid 

a) Transformation und Amplif ikat ion 

Die so erhaltenen Hy b r idp la sraid e werden in E. coli 
transf orraier t . Hierzu wtrd der Stamm E. coll K 12 
durch Behandlung mit eLner 70 mM Calc i urach 1 o r I d 1 os ung 
kompetent gemacht und mit der Suspension des Hybrid- 
plasmids in 10 raM Tris-HCl-Puf f er (pH 7,5), der 70 mM 
an Calciumchlor id ist, versetzt. Die transf ormi ert en 
Stamme werden wie ublich unter Ausnutzung der durch 
das Plasmid vermittelten Ant ibiot lkares Is tenzen bzw. 
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-empf indlichkeiten selektioniert und die Hybrid- 
vektoren amplif iziert . Nach Abtaten der Zellen werden 
die Hybridplasmide isoliert, mit den ursprtlnglich 
eingesetzten Restriktionsenzymen auf geschnitten und 
5 die Genf ragmente HIR-I und HIR-II durch Gel- 

elektrophorese isoliert. 



b) Verknttpfung der Genf ragmente 

Die durch Amplif ikation erhaltenen Subf ragmente HIR- 
10 I und HIR-II werden wie im Beispiel 2 beschrieben 

(Annealing bei 60°C) enzymatisch verknttpft und das 
so erhaltene synthetische Gen mit der DNA-Sequenz 
I in den Klonierungsvektor pUC 12 eingefOhrt. Man 
erhSlt ein Hybridplasmid gem&B Pigur 3. 



15 



20 



1 2 

0 Herstellung eines Gens fUr Val , Val -Hirudin 

Aus dem Plasmid gemSLB Figur 3 wird wie in Beispiel 
5a) beschrieben das Accl-Sall-Pragment (Nucleotide 
13-212) erhalten, welches dann mit Hilfe des fol- 
genden Adaptors 



5* CT AGA ATG GTT GTA T 3 1 
3 1 T TAC CAA CAT ATA 5* 

25 Xbal AccI 

in das Plasmid pUC 12, das zuvor mit Xbal und Sail 
geSffnet wurde, ligiert werden kann. 

30 d) Herstellung eines Gens fttr die Variante a) der 

Tabelle 2 

Hierzu wird die folgende DNA-Sequenz synthetisiert ; 

Glu Phe Met lie Thr Thr 

35 5 ' GG GAA TTC ATG ATC ACA ACG T 3 f 

CC CTT AAG TAC TAG TGT TGC ATA 

Smal AccI 
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DIese Sequenz kann als Sraal-Accl-Adaptor in die mit 
den Restriktionsenzymen Smal und AccI geSffnete DNA 
aus dem Plamid geraSB Figur 3 eingebaut werden. 

e) Herstellung eines Gens fttr die Variante b) der 
Tabelle 2 

Zun&chst wird die folgende DNA-Sequenz synthetisiert : 

Glu Phe Met lie Thr 

5 1 GG GAA TTC ATG ATC ACG T 3 1 

CC CTT AAG TAC TAG TGC ATA 

Smal AccI 

Diese urn das ACA-Triplett verkiirzte DNA-Sequenz 
wird wie unter d) beschrieben eingebaut ♦ 

f) Herstellung eines Gens fttr die Variante c) der 
Tabelle 2 

Man geht von der DNA-Sequenz aus, wie sie vorstehend 
unter e) beschrieben 1st (Variante b) der Tabelle 2). 
Nach Spaltung mit AccI und Sail erh&lt man zwei 
Fragraente, die isoliert werden. Das Accl-Sall- 
(Hirudin)-Pragment wird mit dem Enzym Hinfl ge- 
schnitten und das grofiere der erhaltenen Pragmente 
isoliert. Dieses Fragment, die mit AccI-Sall-geaf f- 
nete Restplasmid-DNA und die synthetische DNA- 
Sequenz 



Thr Asp 
AT ACT GAC 



Cys lie 

TGC ATC G 

ACG TAG CTT A 



3 f 



TGA CTG 



AccI 



Hinfl 



werden im gleichen GefSB ligiert. Das erhaltene Hybrid- 
plasmid kodiert fur die Variante c) der Tabelle 2. 
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10 



15 



20 



g) Herstellung eines Gens fUr die Variante d) der 
Tabelle 2 

Man geht ebenfalls von der DNA-Sequenz aus, wie sie 
vorstehend unter e) beschrieben 1st (also flir die 
Variante b) der Tabelle 2 kodiert), die mit AccI 
und Sail geschnitten wird. Das AccI-Sall-(Hirudin)- 
Pragment wird aber mit TaqI und Ddel umgesetzt und 
das herausgespaltene Fragment durch die synthetische 
DNA-Sequenz 

Glu Pro lie 

5 1 C GAA CCG ATC CC 3' 

TT GGC TAG GGA CT 
TaqI Dde I 

ersetzt. Das derart ver&nderte Accl-Sall- (Hirudin)- 
Fragment wird nun mit der Restplasmid-DNA ligiert • 
Das erhaltene Plasmid kodiert f(ir die Variante d) 
der Tabelle 2. 



h) Herstellung eines Gens fQr die Variante g) der 
Tabelle 2 

Aus dem Hybridplasmid gemSLS Figur 2 wird das BamHI- 
SalI-(Hirudin)-Fragment isoliert und mit Kpnl nach- 
25 geschnitten. Das groBere der beiden entstandenen 

Fragmente wird isoliert und mit der synthetischen 
DNA-Sequenz 

Ser Asp Gly Lys Asn Gin Cys Val 
5 f GA TCC GAC GAA AAG AAC CAG TGC GTT 
30 G CTG CTT TTC TTG GTC ACG CAA 

BamHI 

Thr Gly Glu Gly 
5« ACT GGC GAA GGT AC 3' 
35 TGA CCG CTT C Kpn I 



ligiert. Das Ligationsprodukt wird nun mit dem Xbal- 



- is - 0 171 024 

BamHI- (Hirudin) -Fragment , isoxieri; aus rxasmxa-UNA 
gem&S Pigur 1, verknUpft und - wie unter 4b) - be- 
schrieben - in pUC 12 eingefiihrt. Man erh&lt ein 
Hybridplasmid, das Txlr die Variante g) der Tabelle 2 
kodiert . 



i) Herstellung eines Gens fUr die Variante f) der 
Tabelle 2 

Aus der DNA, die fUr die Variante g) der Tabelle 2 
kodiert, wird das XbaI-SalI-(Hirudin)-Fragment 
isoliert und mit Hinfl umgesetzt. Das gr5£ere der 
beiden entstandenen Fragmente wird dann mit der syn- 
thetischen DNA-Sequenz 



Arg Met Thr Tyr Asp Cys Thr 

5 f CT AGA ATG ACG TAT GAC TGC ACT G 3' 

T TAC TGC ATA CTG ACG TGA CTT A 
Xbal Hinf I 



ligiert und das Ligationsprodukt in das mit Xbal und 
Sail geSffnete Plasmld pUC 12 inseriert. Das Hybrid- 
plasmid kodiert fQr die Variante f ) der Tabelle 2. 

j) Herstellung weiterer Varianten 

Als Beispiele far weitere mogliche Varianten seien 
die folgenden angefuhrt: 

Die DNA-Sequenzen, die far die Varianten c) und d) 
der Tabelle 2 kodieren, enthalten die BamHI- 
Erkennungsstelle entsprechend Position 97 bp der 
DNA-Sequenz I- Unter Ausnutzung dleser Schnittstelle 
lassen sich nun die vorstehend beschriebenen Accl- 
BamHI- bzw. BamHI-Sall-Tellsequenzen der beiden 
Varianten beliebig miteinander verknUpfen. 



Alle diese Varianten konnen, analog wie fttr die DNA- 
Sequenz I beschrieben, in E, coli transf ormiert und 
exprimiert werden. 
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Konstruktion von Hybridplasralden ftir die Expression 
der DNA-Sequenzen IA, IB und IC 

a) Einbau der DNA-Sequenz IC In pKK 177-3 (Direktex- 
pression) 

Das Expressionsplasmid pKK 177.3 (Plasmid ptac 11, 
Amman et al., Gene 25 (1983) 167, bei dem In die Eco 
RI-Erkennungss telle synthetisch elne Sequenz elnge- 
baut wurde, die eine Sal I-Schnitts telle enth&lt) 
wlrd mit den Res triktionsenzymen Eco RI und Sal I 
geQffnet. Aus dem Plasmid gem&S Pigur 3 wird die DNA- 
Sequenz IC f olgendermafcen gewonnen. Man schneidet das 
Plasmid zuerst mit dem Restriktionsenzyra Sal I, dann 
mit dem Enzym Acc I und trennt dann das kleine Acc I - 
Sal I-Fragment durch Gelelektrophorese auf einera 
2%igen niedrig schmelzenden Agarosegel von der Plas- 
midbande ab, Indem man die DNA durch Auf 16s en des Gels 
bei erhohter Temperatur (nach MaSgabe der Hersteller) 
wiedergewinnt . Dieses DNA-Fragment last sich mit 
Hilfe des folgenden Adaptors 
5' AATTC ATG ACG T 3 1 
3 T G TAC TGC ATA 5 f 

Eco RI Acc I 

zur DNA-Sequenz IC umsetzen. 

Durch Ligation des aufges chnitt enen Plasmids pKK 177*3 
mit dem Gen IC wird ein Hybridplasmid geschaffen, bei 
dem der Insertion eine Expressions- bzw. Regulations- 
region vorgeschaltet 1st. Nach Zugabe eines geeigneten 
Induktors wie Isopropyl-S-thiogalactopyranosid (IPTG) 
wird eine mRNA gebildet, die zur Expression des 
Methionyl-Polypeptids entsprechend der DNA-Sequenz 
IC ftihrt. 

b) Einbau der Hirudin-Gene IA bzw. IB in das Ex- 
pressionsplasmid pCK-5196 (Fusionskonstruktion) 
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Das Expressionsplasmid pCK-5196 (Pig. 4) 1st ein 
Derivat des Plasraids pAT 153 (Twigg u. Sherrat), wel- 
ches selbst eln "high-copy-number"-Derivat des be- 
kannten Plasmids pBR 322 darstellt. Es enthftlt den 
bekannten Lac UV-'-Promotor mlt der bekannten Sequenz 
der 6-Galaktosidase bis Nukleodid Nr. 1554 
(entsprechend Aminos&ure Nr. 5l8:Trp), eingesetzt 
zwischen das tet R -Gen (Hind III von pBR 322) und den 
Terminator des amp R -Gens (Aha III in Pos. 3231 In pBR 
322). Eln weiteres Merkmal dieses Vektors 1st die 
zwischen die S-Galaktosidasesequenz und die Termina- 
torsequenz eingesetzte, aus dem bekannten Plasmid pUC 
13 stammende Polylinker-Sequenz. Die Transkription 
des lac UV 5 -Promoters l&uft gegen das tet R -Gen ab. 

Dieses Plasmid enthM.lt bei der AminosSure Nr. 518 der 
B-Galactosidase den Polylinkeranteil Xba I-Bam HI- 
Sraa I-Sst I aus dem Plasmid pDC 13, der als Klo- 
nierungsstelle fUr eukaryotische Gene dient. Das 
Plasmid pCK-5196 wird mit Hilfe der Restriktionsenzyme 
Xba I und Sst I geoffnet und mit der DNA-Sequenz IA 
liglert, welche man aus dem Plasmid gemSB Fig. 3 durch 
Xba I-Sst I-Verdauung isolieren kann. Man erhS.lt ein 
Hybridplasmid geraSfi Fig. 5, das hinter der lac 
UV^-Kontrollregion die Codons fttr die ersten 518 
AminosSuren der B-Galactosidase und daran anschlieBend 
die Codons fUr Ser-Arg-Met- (Hirudin 1-64) enthait. 

Auf gleiche Weise kann man ein Hybridplasmid gem. Fig. 
6 erhalten, welches im Plasmid pCK-5196 die Insertion 
mlt der DNA-Sequenz IB enthS.lt y bei welcher dem Codon 
fUr die Aminos&ure Nr. l.(Threonin) nun aber das Codon 
ftir die Aminos&ure Arginin voranges tellt 1st. Die DNA- 
Sequenz IB erhSlt man aus dem Plasmid gem&fl Fig. 3, 
indem man dieses mit den Res triktionsenzymen Sst I und 
Acc I schneidet und mit dem folgenden Adaptor llgiert: 
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5 1 CT AGA CGT ACQ T 3* 
3 f T GCA TGC ATA 5' 

Xba I Acc I 

Transformation der Hybrldplasmide . 

Kompetente E . coli-Zellen werden mit 0,1 bis 1 iig der 
Hybrldplasmide, die die Sequenz I bzw. IA, IB Oder IC 
enthalten, transf orraiert und im Falle der tac-Plasmide 
auf Ampicillin enthaltenden Agarplatten, im Falle der 
pCK-5196 Hybrldplasmide aur Tetracyclin enthaltenden 
Agarplatten plattiert. Anschliefiend lassen sich Klone, 
die die korrekt integrierten Hirudln-Sequenzen in den 
entsprechenden Plasmiden enthalten, durch DNA-Schnellauf- 
arbeitung identif izieren (Maniatis, a.a.O.). 

Expression der Hirudin-Aktivit&t aufweisenden 
Polypeptide 

Nach Transformation der genannten tac-Hybridplasmide in 
E. coli wird ein Polypeptid exprimiert, das au&er der 
Hirudin-AminosSuresequenz am Aminoterminus noch eine 
zus&tzllche Methionylgruppe tr&gt, welche aber durch 
Bromcyanspaltung eliminierbar 1st. Dagegen erhS.lt man 
nach der Transformation von E. coli mit dera Hybridplasmid 
gera&fi Fig- 5 bzw. Fig. 6 Fusionsprotelne aus 518 Amino- 
sSuren der B-Galactosidase und Hirudin, die tiber die 
Sequenz Ser-Arg-Met bzw. Ser-Arg-Arg miteinander ver- 
bruckt sind. Diese Fusionsprotelne lassen sich mit Brom- 
cyan bzw. mit Trypsin zu Hirudin und B-Galactosidase- 
Fragmenten spalten. 

Aufarbeitung und Reinigung 

Die zur gewiinschten optischen Dichte kultivierten 
Bakteriens t&mme werden mit einem geeigneten Induktor, 
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beispielsweise IPTG, hinreichend lange, beispielsweise 2 
Stunden, inkubiert. AnschlieOend werden die Zellen mit 
0,1 Z Kresol und 0,1 mM Benzy lsulf ony 1 f luor id abgetStet. 

Nach Zent rif ugleren oder Filtrieren wird die Zellmasse 
in einer Pufferlosung (50 mM Tris, 50 mM EDTA, pH 7,5) 
auf genommen und raechanisch auf geschlossen, beispiels- 
weise mit einer French-Pr es s e bzw. v DYNO-Muhle (Fa. 
Willy Bachofer, Basel), worauf die unlSslichen Bestand- 
telle abzent rif ugiert werden- Aus dem Oberstand wird das 
das Hirudin enthaltende Pcotetn nach Qblichen Verfahren 
gerelaLgt. Geeignet sind Ioneaaas tauschec-, Adsorptions-, 
Gelfiltration<;*Hulen oder AfftnLt^ts chroma tog rap hie an 
Thrombin- oder An t ikSrpe r saulen . Durch Nat riumdodecy 1- 
sulf at-Acrylamidgel-oder HPLC-Analy tik werden Anreiche- 
rung und Reinheit des Produktes kon t r o 1 lier t . Fusions- 
proteine mit elnera B-Galactos idase-Anteil lassen sich 
beretts 1m Rohextract der lysterten BakterLen anhand 
Lhre* un t er s chied 1 1 che. n una f rha 1 r.en^ von der 3 — 
Galac tos idase (1-518) nach-re tsen . Die Cha rak te r L s L e rung 
des gentechnologisch erzeugten Hirudins erfolgt durch 
Vergleich mit der aus Blutegeln isollerten, authea- 
tischen Substanz bzw. mit Hilfe von Tests, die auf 
den blut ge r i nnu ng sheramenden Elgens chaf t en des Hirudins 
beruhen . 



DNA-Sequenz I 
Triplett Nr. 
Aminos&ure 
Nucleotid Nr. 
Cod. Strang 
nlcht cod. Strang 



6 


7 


8 


Thr 


Glu 


Ser 






30 


ACT 


GAA 


TCT 


TGA 


err 


AGA 


16 


17 


18 


Glu 


Gly 


Ser 




60 


GAA 


GGA 


TCT 


err 


CCT 


AGA 


26 


27 


28 


Lys 


Cys 


He 






90 


AAA 


1GC 


ATC 


TIT 


ACQ 


TAG 


36 


37 


38 


Asn 


Gin 


Cys 






120 


AAC 


CAG 


TCC 


TTG 


GTC 


ACG 


46 


47 


48 


Lys 


Pro 


Gin 






150 


AAA 


CCG 


CAG 


TIT 


GGC 


GTC 


56 


57 


58 


Glu 


Glu 


lie 






180 


GAA 


GAG 


ATC 


err 


arc 


TAG 


Stp 










210 


TAG 


AGC 


TCG 


ATC 


TCG 


AGC 
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0 


l 






Meu 


Thr 


1 






10 


CT 


AGA 


ATG 


ACG 




T 


TAC 


TGC 


9 


10 


11 


12 


Gly 


Gin 


Asn 


Leu 




40 




GGT 


CAG 


AAC 


CTC 


CCA 


GTC 


TTG 


GAC 


19 


20 


21 


22 


Asn 


Val 


Cys 


Gly 






70 




AAC 


GTT 


TGC 


GGC 


TIG 


CAA 


ACG 


CCG 


29 


30 


31 


32 


Leu 


Gly 


Ser 


A mm 

Asp 






100 




err 


GGA 


TCC 


GAC 


GAA 


CCT 


AGG 


CTC 


39 


40 


41 


42 


Val 


Thr 


Gly 


Glu 






130 




GTT 


ACT 


GGC 


GAA 


CAA 


1GA 


CCG 


CTT 


49 


50 


51 


52 


Ser 


His 


Asn 


Asp 






160 




TCT 


CAT 


AAC 


GAC 


AGA 


GTA 


TTG 


CTG 


59 


60 


61 


62 


Pro 


Glu 


Glu 


Tyr 






190 




CCT 


GAG 


GAA 


TAC 


GGA 


CTC 


err 


ATG 
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2 3 4 5 

Tyr Thr Asp Cys 
20 

TAT ACT GAC TGC 

ATA TGA CTG ACG 



13 


14 


15 


\jy s 


ijeu 


oys 




50 




TGC 


CTG 


TGC 


ACG 


GAC 


ACG 


23 


24 


25 


uJJi 


m xt 
ixxy 


A en 




80 




CAG 


GGT 


AAC 


GTC 


CCA 


TTG 


33 


34 


35 


Gly 


uxu 


Lys 




110 




GOT 


GAA 


AAG 


CCA 


CTT 


TTC 


43 


44 


45 


Gly 


Thr 


Pro 


140 




GGT 


ACC 


CO} 


CCA 


TCG 


GGC 


53 


54 


55 


Gly 


Asp 


Phe 




170 




GGC 


GAC 


TTC 


CCG 


CTG 


AAG 


63 


64 




Leu 


Gin 


Stp 




200 




CTT 


CAG 


TAA 


GAA' 


GTC 


ATT 



3' 

AGC T 5' 
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DNA-Sequenz IA : 
0 

Met (Aminos&uren 1-64) 

1 5 205 210 

5 f CT AGA ATG (Nucleotide 9-200) TAA TAG AGC T 3 f 
3 f T TAC (complement. Nucl.) ATT TAC 5' 

Xbal 

SstI 

DNA-Sequenz IB: 
0 

Arg (AminosSuren 1-64) 

1 5 205 210 

5 f CT AGA CGT (Nucleotide 9-200) TAA TAG AGC T 3 1 
3 f T TAC (complement. Nucl.) ATT ATC 5' 

Xbal SstI 

DNA-Sequenz IC : 
O 

Met (Aminos&uren 1-64) 

205 210 

5 T AA TTC ATG (Nucleotide 9-200) TAA TAG AGC TCG 3 f 
G TAC (complement. Nucl.) ATT ATC TCG AGC AGC T 5 f 
EcoRI Sail 
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DNA-Sequenz II A (HIR-I) 



I a 

Nucleotid-Nr. 10 20 

Cod. Strang 5 f CT AG A ATG ACG TAT ACT GAC TGC 

nicht cod. Strang 3' T TAC TGC ATA TGA CTG ACG 

Xbal 

I b 

I c 

30 40 50 

ACT GAA TCT GGT CAG AAC CTG TGC CTG TGC 
TGA CTT AGA CCA GTC TTG GAC ACG GAC ACG 

lb Id 
I c I e 

60 70 .80 

GAA GGA TCT AAC GTT TGC GGC CAG GGT AAC 

CTT CCT AGA TTG CAA ACG CCG GTC CCA TTG 

Id If 

I e 

90 

AAA TGC ATC CTT G Bam HI 3' 

TTT ACG TAG GAA CCT AG 5' 
I f 
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DNA-Sequenz II B (HIR-II) 



II a 

Nucleotid-Nr. 100 110 

cod. Strang 5 1 GA TCC GAC GGT GAA AAG 

nicht cod. Strang 3 f BamHI G CTG CCA CTT TTC 

II b 

II a II c 

120 130 140 

AAC CAG TGC GTT ACT GGC GAA GGT ACC CCG 
TTG GTC ACG CAA TGA CCG CTT CCA TGG GGC 
II b II d 

II c I e 

150 160 170 

AAA CCG CAG TCT CAT AAC GAC GGC GAC TTC 
TTT GGC GTC AGA GTA TTG CTG CCG CTG AAG 
II d II f 

He ' II g 

180 190 200 

GAA GAG ATC CCT GAG GAA TAC CTT CAG TAA 
CTT CTC TAG GGA CTC CTT ATG GAA GTC ATT 
II f Hh 

II B 

210 

TAG AGC TCG Sal I 3' 

ATC TCG AGC AGC T 5' 
II h 



PATENTANSPRttCHE: 
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10 



15 



1. Verfahren zur Herstellung elnes Polypeptids mit Hirudin- 
aktivitat der allgemelnen Pormel I 

(X) m -A-B-C-Tyr-D-Asp-Cys-E-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu- 
-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-- 
-Leu-Gly-Ser-Asp-F-G-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu- 
-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-Hls-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu- 
-H-Ile-P ro-Glu-Glu-Ty r-Leu-Gln- ( Z ) n -0H 

(I) 



in welcher 
m= 0 - 50, 
n= 0 - 100 und 

X ftir gleiche Oder verschiedene Reste genetisch codier- 
20 barer Aminos&uren steht, 

A lie oder eine direkte Bindung, 

B lie, Thr Oder eine direkte Bindung, 

C Thr, Val, lie, Leu oder Phe, 

D Thr oder eine direkte Bindung, 
25 E Thr oder lie, 

P Gly oder eine direkte Bindung, 

G Glu oder eine direkte Bindung, 

H Glu oder Pro bedeuten, und 

Z ftir gleiche oder verschiedene Reste genetisch codier- 

30 barer Aminos&uren steht, 

dadurch gekennzeichnet , daft man in ein Expressionsplasmid 
ein Gen einbaut, das fUr ein Polypeptid der Pormel I co- 
diert, wobei weitere der Aminos&uren entf alien oder durch 
(eine) andere genetisch codierbare AminosSure(n) ersetzt 

35 werden kann (konnen). 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daE 
man ein Gen einbaut, dessen nicht-codierender Strang mit 
dem codierenden Strang des fttr das Polypeptid der Pormel 
I codierenden Gens hybridisiert . 

5 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dafi das Gen chemisch, vorzugsweise nach dem Phos- 
phitverf ahren, oder ttber die mRNA enzyraatisch syn- 
thetisiert wird. 

10 

4. Verfahren nach einera oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprttche, dadurch gekennzeichnet, dafi das Gen im Anschlufi 
an das Codon fur die carboxyterminale AminosSLure zwei 
Stop-Codons enthait. 

15 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprUche, dadurch gekennzeichnet, dafi in der allgemeinen 
Pormel I (X) m -A-B-C- nicht fur Val-Val- steht, wenn 

n Null 1st, D und E Thr, F Gly und G und H Glu bedeuten. 

20 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprttche, dadurch gekennzeichnet, daB das Gen der DNA- 
Sequenz I entspricht. 

25 7. DNA-Sequenzen I, IA, IB, IC, IIA und IIB. 

8. Pusionspeptid, dadurch gekennzeichnet, daft es das Poly- 
peptid der allgemeinen Pormel I ganz oder teilweise ent- 
hait und vorzugsweise sein bakterieller Anteil die 
30 Amlnosauresequenz der S-Galactosidase ganz oder teil- 

weise enthait. 

9* Hybridplasmid, dadurch gekennzeichnet, dafi es eine DNA- 
Sequenz enthait, die ganz oder teilweise fttr das Poly- 
35 peptid der Pormel I codlert. 

10. Wirtsorganismus, vorzugsweise E.coll, der ein Hybrid- 
plasraid nach Anspruch 9 enthait. 
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Patentanspruche Dsterreich: 

1. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptide mit Hirudin- 
. aktivit&t der allgemeinen Pormel I . 

H-(X) m -A-B-C~Tyr-D-Asp-Cys-E-Glu-Ser-Gly-Gln~Asn-Leu-Cys-Leu- 
5 -Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile- 
-Leu-Gly-Ser-Asp-P-G-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu- 
-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu- 
10 -H-Ile-Pro-Glu-Glu-Ty r-Leu-Gln- ( Z ) n ~0H 



15 



(I) 



in welcher 

m= 0 - 50, 

n= 0 - 100 und 

X fftr gleiche oder verschiedene Reste genetisch codier- 
20 barer Aminos&uren steht, 

A lie oder eine direkte Bindung, 

B lie, Thr oder eine direkte Bindung, 

C Thr, Val, lie, Leu oder Phe, 

D Thr oder eine direkte Bindung, 
25 E Thr oder lie, 

F Gly oder eine direkte Bindung, 

G Glu Oder eine direkte Bindung, 

H Glu oder Pro bedeuten, und 

Z ftir gleiche oder verschiedene Reste genetisch codier- 

30 barer AminosSuren steht, 

dadurch gekennzeichnet , dafc man in ein Express ionsplasmld 
ein Gen einbaut, das fur ein Polypeptid der Formel I co- 
diert, wobei weitere der Aininos&uren entf alien oder durch 
(eine) andere genetisch codierbare Aminos&ure (n) ersetzt 

35 werden kann (konnen). 
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Verfahren nach Anspruch 1 J dadurcn geKennzeicnnec, aao 
man ein Gen einbaut, dessen nicht-codierender Strang mit 
dem codierenden Strang des fur das Polypeptid der Pormel 
I codierenden Gens hybrldisiert . 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daS das Gen chemisch, vorzugsweise nach dem Phos- 
phitverf ahren, oder Qber die mRNA enzymatisch syn- 
thetisiert wird. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprUche, dadurch gekennzeichnet 3 daS das Gen im Anschlufi 
an das Codon fur die carboxyterrainale Aminos£ure zwei 
Stop-Codons enthait. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprttche, dadurch gekennzeichnet, dafi in der allgemeinen 
Pormel I H-(X) m -A-B-C- nicht fUr H-Val-Val- steht, wenn 
n Null ist, D und E Thr, P Gly und G und H Glu bedeuten. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprttche, dadurch gekennzeichnet, dafi das Gen der DNA- 
Sequenz I entspricht. 
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